骨髓单个核细胞Coombs试验阳性血细胞减少症（CBCPC）是由于某种原因导致机体产生抗骨髓造血细胞自身抗体，使机体正常的造血功能受到破坏（抑制）的一种疾病，临床主要表现为不同程度的贫血、出血、感染。NK细胞是外周血大颗粒淋巴细胞，是机体固有免疫的重要组成部分，其通过分泌细胞因子和（或）发挥细胞毒性作用来清除病原体和肿瘤细胞。近年来，有文献报道NK细胞在自身免疫性疾病如系统性红斑狼疮（SLE）[@b1]、类风湿性关节炎[@b2]中存在数量和功能异常，且多数研究显示NK细胞在自身免疫性疾病中主要起保护作用，具体机制尚不明确。本研究中我们通过检测CBCPC患者外周血NK细胞数量和功能，结合患者临床和免疫学指标，探讨NK细胞在CBCPC发病中的作用机制。

病例与方法 {#s1}
==========

一、病例资料

选取2015年1月至8月我科收治的42例CBCPC患者，诊断参照文献[@b3]--[@b4]标准，临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。其中初治患者20例，男11例，女9例，中位年龄26 (7\~65）岁；缓解患者\[经过免疫抑制和促造血治疗后血常规恢复正常者（男HGB\>120 g/L、女HGB\>110 g/L，中性粒细胞绝对计数\>1.5×10^9^/L，PLT\>100×10^9^/L）\]22例，男14例，女8例，中位年龄19 (8\~60）岁。以12名健康志愿者为正常对照组，男4名，女8名，中位年龄27 (24\~50）岁。本研究均经患者及健康志愿者知情同意并签署知情同意书。

###### 42例骨髓单个核细胞Coombs试验阳性血细胞减少症患者临床特征

  临床特征                          初治组（20例）       缓解组（22例）      *P*值
  ------------------------------ -------------------- -------------------- ---------
  年龄\[岁，*M*（范围）\]            26（7\~65）          19（8\~60）        0.711
  性别（男/女，例）                      11/9                 14/8           0.569
  HGB\[g/L，*M*（范围）\]           75（55\~117）       125（109\~144）     \<0.001
  PLT\[×10^9^/L，*M*（范围）\]       24（5\~81）       166.5（108\~288）    \<0.001
  ANC\[%，*M*（范围）\]           55.0（11.7\~86.4）   44.9（24.2\~85.8）    0.301
  Ret\[%，*M*（范围）\]           1.56（0.12\~4.94）   2.20（0.88\~4.16）    0.056
  IgG\[g/L，*M*（范围）\]         1.09（0.78\~1.75）   1.14（0.47\~2.25）    0.836
  IgM\[g/L，*M*（范围）\]         0.16（0.06\~0.35）   0.11（0.06\~0.31）    0.177
  补体C3\[g/L，*M*（范围）\]      1.01（0.75\~2.09）   1.06（0.61\~1.49）    0.489
  补体C4\[g/L，*M*（范围）\]      0.23（0.13\~0.48）   0.23（0.11\~0.33）    0.333
  LDH\[U/L，*M*（范围）\]           218（91\~583）      187（127\~349）      0.622

注：ANC：中性粒细胞比值；Ret：网织红细胞比值

二、试剂与仪器

鼠抗人CD3-PerCP、CD56-APC、CD16-FITC，NK细胞激活性受体NKG2D-PE、NKp46-PE、NKp44-PE，抑制性受体CD158a-PE、CD158b-PE，胞质蛋白穿孔素-PE、颗粒酶β-PE，膜抗体用抗体CD34-FITC、Glyco-A-FITC、CD15-FITC、IgG-APC、IgM-PE，单克隆抗体同型对照IgG1-FITC、IgG1-APC、IgG1-PE、IgG1-PerCP，溶血素，PBS缓冲液，破膜剂均为美国BD Bioscience公司产品，流式细胞仪为FACS Calibur型，美国Becton Dickinson公司产品。

三、实验方法

1．骨髓细胞膜抗体检测：取新鲜肝素抗凝骨髓液500 µl, PBS洗涤3次，平分为5管，每管100 µl：检测管1中加入同型对照IgG1-FITC、IgG1-APC、IgG1-PE各20 µl；检测管2中加入Glyco-A-FITC、IgG-APC和IgM-PE各20 µl；检测管3中加入CD15-FITC、IgG-APC和IgM-PE各20 µl；检测管4中加入CD34-FITC和同型对照IgG1-APC、IgG1-PE各20 µl；检测管5中加入CD34-FITC、IgG-APC和IgM-PE各20 µl。4 °C避光孵育30 min后加入2 ml溶血素，摇匀后室温避光8 min溶解红细胞，离心弃上清，PBS洗涤2次，上流式细胞仪检测CD34^+^细胞、Glyco-A^+^细胞、CD15^+^细胞膜表面自身抗体IgG、IgM的结合率。每个样品收集15 000个细胞。以结合率大于4％作为阳性标准。实验设3个复管。

2\. NK细胞数量的检测：取外周血200 µl，EDTA抗凝，平分为2管，每管100 µl：检测管1中加入同型对照IgG1-PerCP、IgG1-FITC、IgG1-APC各20 µl；检测管2中加入CD3-PerCP、CD56-APC和CD16-FITC各20 µl。孵育、溶血、洗涤，上流式细胞仪检测，分别计算CD3^−^CD56^+^、CD56^bright^CD16^−^（R3）和CD56^dim^CD16^+^（R4）占单个核细胞百分率（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。实验设3个复管。

![流式细胞术检测骨髓单个核细胞Coombs试验阳性血细胞减少症患者NK细胞亚群设门图](cjh-37-05-393-g001){#figure1}

3\. NK细胞表面受体的检测：取外周血600 µl，平分为6管，每管100 µl：检测管1中加入同型对照IgG1-PerCP、IgG1-FITC、IgG1-APC、IgG1-PE各20 µl；检测管2中加入CD3-PerCP、CD56-APC、CD16-FITC和NKG2D-PE各20 µl；检测管3中加入CD3-PerCP、CD56-APC、CD16-FITC和NKp46-PE各20 µl；检测管4中加入CD3-PerCP、CD56-APC、CD16-FITC和NKp44-PE各20 µl；检测管5中加入CD3-PerCP、CD56-APC、CD16-FITC和CD158a-PE各20 µl；检测管6中加入CD3-PerCP、CD56-APC、CD16-FITC和CD158b-PE各20 µl。孵育、溶血、洗涤，上流式细胞仪检测CD3^−^CD56^+^ NK细胞上受体的表达。实验设3个复管。

4\. NK细胞胞质蛋白穿孔素、颗粒酶β的检测：取外周血300 µl，平分为3管，每管100 µl，检测管1中加入同型对照IgG1-PerCP、IgG1-FITC、IgG1-APC、IgG1-PE各20 µl；检测管2中加入CD3-PerCP、CD56-APC和CD16-FITC各20 µl；检测管3中加入CD3-PerCP、CD56-APC和CD16-FITC各20 µl。孵育、溶血后，加入600 µl破膜剂，室温避光10 min破膜固定，PBS洗涤1次，离心弃上清后分别加入抗体穿孔素-PE、颗粒酶β-PE各20 µl, 4 °C避光孵育30 min，PBS洗涤2次，上流式细胞仪检测CD3^−^CD56^+^ NK细胞穿孔素、颗粒酶β的表达。实验设3个复管。

四、统计学处理

采用SPSS 20.0统计学软件分析。实验数据均为计量资料，符合正态分布且方差齐的数据用*x*±*s*表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用LSD检验，相关性分析采用Pearson检验；非正态分布、方差不齐的数据用中位数（四分位数间距）表示，多组间比较及两组间比较均采用秩和检验，相关性分析采用Spearman检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、CBCPC患者外周血NK细胞及其亚群占淋巴细胞比例（[表2](#t02){ref-type="table"}）

###### 骨髓单个核细胞Coombs试验阳性血细胞减少症（CBCPC）患者NK细胞及其亚群占淋巴细胞比例（％）

  组别           例数      NK细胞       CD56^bright^CD16^−^细胞   CD56^dim^CD16^+^细胞
  ------------- ------ --------------- ------------------------- ----------------------
  CBCPC初治组     20    10.04±5.33^a^       0.35（0.80）^a^           9.20±5.22^a^
  CBCPC缓解组     22    11.62±6.80^a^        0.64（0.53）            10.31±7.18^a^
  对照组          12     19.94±7.38          1.31（1.12）              17.23±6.94

注：与对照组比较，^a^*P*\<0.05；实验设3个复管；符合正态分布且方差齐的数据用*x*±*s*表示，非正态分布、方差不齐的数据用中位数（四分位数间距）表示

CBCPC初治组和缓解组NK细胞比例明显低于对照组（*P*值均\<0.01），初治和缓解组相比差异无统计学意义（*P*=0.480）；初治组CD56^bright^CD16^−^亚群比例低于对照组（*P*=0.048），初治组与缓解组、缓解组与对照组比较差异无统计学意义（*P*值分别为0.175、0.261）；同对照组相比，初治和缓解组CBCPC患者CD56^dim^CD16^+^比例均明显降低（*P*值分别为0.002、0.006），初治组和缓解组相比差异无统计学意义（*P*=0.607）。

二、CBCPC患者NK细胞功能

1\. NK细胞激活性受体表达：激活性受体NKG2D在CBCPC初治组中的表达显著高于缓解组和对照组（*P*值均\<0.01），缓解组和对照组相比差异无统计学意义（*P*=0.643）；激活性受体NKp46在CBCPC初治、缓解组和对照组之间的表达两两比较差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）；激活性受体NKp44在CBCPC初治、缓解组和对照组之间的表达两两比较差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 骨髓单个核细胞Coombs试验阳性血细胞减少症（CBCPC）患者NK细胞激活性受体表达水平（％）

  组别           例数        NKG2D           NKp46         NKp44            CD158a            CD158b           穿孔素         颗粒酶β
  ------------- ------ ----------------- ------------- -------------- ------------------ ---------------- ---------------- -------------
  CBCPC初治组     20    74.03±18.24^ab^   67.14±16.80   0.58（1.31）   3.72（7.88）^ab^   22.65（23.05）   75.71±10.14^b^   83.22±13.78
  CBCPC缓解组     22      45.97±29.45     74.98±18.39   0.71（1.78）    16.10（26.43）    8.11（37.09）    77.88±22.82^b^   85.58±12.96
  对照组          12      41.89±15.34     68.06±19.57   0.40（0.37）    11.04（22.87）    20.69（19.76）    60.22±14.58     82.07±19.27

注：与缓解组比较，^a^*P*\<0.05；与对照组比较，^b^*P*\<0.05；实验设3个复管；符合正态分布且方差齐的数据用*x*±*s*表示，非正态分布、方差不齐的数据用中位数（四分位数间距）表示

2\. NK细胞抑制性受体表达：抑制性受体CD158a在CBCPC初治组NK细胞表达显著少于缓解组和对照组（*P*值分别为0.015、0.025），缓解组与对照组比较差异无统计学意义（*P*=0.620）；抑制性受体CD158b在CBCPC初治、缓解组和对照组之间的表达两两比较差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

3\. NK细胞胞质蛋白穿孔素和颗粒酶β表达：CBCPC初治和缓解组NK细胞穿孔素表达显著高于对照组（*P*值分别为0.018、0.008），初治和缓解组之间比较差异无统计学意义（*P*=0.71）。颗粒酶β在CBCPC初治、缓解组和对照组NK细胞上的表达两两比较差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

三、相关性分析

1\. NK细胞比例、受体表达率与患者临床指标的相关性分析：NK细胞穿孔素表达率与HGB呈正相关（*r*=0.452，*P*=0.004），NK细胞比例与CBCPC患者外周血HGB、PLT、中性粒细胞比值、网织红细胞比值均无明显相关性（*P*值均\>0.05）；NK细胞比例与CBCPC患者血清免疫球蛋白水平IgG和IgM、补体C3、补体C4、LDH水平亦均无明显相关性（*P*值均\>0.05）。

2\. NK细胞比例、受体表达率与患者免疫指标的相关性分析：NK细胞比例与患者B细胞亚群（CD5^+^CD19^+^/CD19^+^）呈正相关（*r*=0.487，*P*=0.006），NK细胞比例与CD4^+^/CD8^+^比值无明显相关性（*r*=0.062，*P*=0.717）；NK细胞比例与树突细胞（DC）亚群浆细胞样DC和髓系DC比值（Lin^−^HLA-DR ^+^ CD123 ^+^/Lin^−^HLA-DR ^+^ CD11c ^+^）无明显相关性（*r*=0.205，*P*=0.570）；NK细胞比例与骨髓单个核细胞膜抗体（BMMNC-Ab）CD15^+^细胞IgG和IgM阳性率、Glyco-A^+^细胞IgG和IgM阳性率、CD34^+^细胞IgG和IgM阳性率均无明显相关性（*P*值均\>0.05）。

四、CBCPC患者NK细胞数量与NK细胞穿孔素、颗粒酶β的乘积做比较

CBCPC初治组和缓解组NK细胞数量与穿孔素的乘积少于对照组\[（7.68±4.54）％对（12.13±5.19）%，*P*=0.011；（8.24±5.80）％对（12.13±5.19）%，*P*=0.023\]；初治组和缓解组NK细胞数量与颗粒酶β的乘积亦显著少于对照组\[（7.83±5.26）％对（14.79±8.37）%，*P*=0.008；（8.37±6.83）％对（14.79±8.37）%，*P*=0.012\]。

讨论 {#s3}
====

CBCPC是我们研究意义未明的全血细胞减少症（idiopathic cytopenia of undetermined significance, ICUS）时发现对激素和大剂量丙种球蛋白治疗反应较好的一部分患者，对这部分患者骨髓样本进行研究发现骨髓上清存在IgG或IgM自身抗体，IgG中以IgG1、IgG3亚型为主[@b5]--[@b7]。IgG型骨髓细胞膜抗体阳性的CBCPC患者巨噬细胞数量增多，功能亢进，通过抗体依赖细胞介导的细胞毒性作用（ADCC效应）杀伤自身抗体结合的造血细胞，骨髓细胞膜抗体IgM阳性的CBCPC患者补体激活并杀伤造血细胞[@b8]--[@b10]。进一步的研究结果显示骨髓细胞表面存在IgG型自身抗体，CBCPC患者骨髓有核红细胞表面EPO受体水平与自身抗体IgG水平呈负相关，免疫抑制治疗后，有核红细胞EPO受体显著升高，HGB明显上升，且已证实有核红细胞表面EPO受体可被自身抗体封闭[@b11]。我们还通过蛋白质组学和质谱证实了CBCPC的靶抗原成分：G蛋白偶联受体156变异体和P链与人红细胞带3蛋白胞内域晶体结构[@b12]。后续对CBCPC患者免疫细胞的研究发现浆细胞样DC细胞比例升高，诱导Th0向Th2细胞极化，分泌IL-4、IL-10等细胞因子，刺激CD5^+^ B淋巴细胞增殖并产生抗骨髓造血细胞自身抗体，进而抑制和（或）破坏骨髓细胞正常的造血功能，最终表现为外周血一系、两系甚至全血细胞减少的一种自身免疫性疾病[@b13]--[@b14]。此外，Th17和滤泡辅助性T淋巴细胞数量增多，功能亢进[@b15]--[@b16]、调节性T淋巴细胞数量减少和功能缺失[@b17]，CD3^+^、CD3^+^CD4^+^、CD3^+^ CD8^+^、CD19^+^ T淋巴细胞端粒程度缩短等[@b18]，这些在CBCPC发病机制当中也发挥重要作用。

近些年NK细胞作为一种免疫调节细胞在自身免疫性疾病也越来越受到关注[@b19]。Park等[@b20]的研究发现SLE患者外周血中NK细胞数量、细胞杀伤活性显著降低，且合并关节炎和血小板减少的患者NK细胞数量的减少更加显著，认为NK细胞在疾病中主要起保护性作用。此外类风湿性关节炎[@b2]、Graves病[@b21]中也有类似发现，但NK细胞如何参与获得性免疫缺陷病的发病尚未明确。

NK有重要的免疫调节作用，可能通过多个环节参与疾病进展。NK细胞通过杀伤DC细胞，避免过度活化的DC细胞使Th0细胞向Th2细胞极化，减少Th2细胞分泌IL-4、IL-10等易化体液免疫的细胞因子，以此来减少自身抗体的形成；同时NK细胞还可以通过杀伤巨噬细胞来减少自身抗体介导的ADCC效应，减少造血细胞的损伤[@b22]--[@b24]。NK细胞还可以通过分泌细胞因子如IFN-γ促进Th0向Th1极化[@b25]，减少Th0细胞向Th2细胞极化，也起到了维持Th1/Th2平衡的作用。本研究我们对CBCPC患者体内的NK细胞数量及功能进行了分析，结果显示初治CBCPC患者NK细胞数量较对照组显著减少，提示CBCPC患者可能由于其体内NK细胞数量减少，免疫监视作用减弱，不能维持免疫系统的稳态，使Th1/Th2细胞比例失衡，Th2细胞占优势并分泌过多易化体液免疫的细胞因子，并产生大量自身抗体，最终造成造血细胞的损伤（抑制）。同时，我们对NK细胞受体及功能进行检测，发现NK细胞激活性受体NKG2D表达增加、抑制性受体CD158a表达减少、穿孔素表达升高，究其原由我们考虑一是由于CBCPC患者体内NK细胞数量减少，不能发挥足够的免疫监控作用，而导致其功能代偿性增强，NK细胞可能是"保护"细胞群，而并不是"致病"细胞，是由于其数量的减低导致免疫监视减弱、免疫细胞功能亢进，进而发病；二是NK细胞原本是数量增多，功能增强状态，但由于CBCPC本身骨髓造血功能损伤，NK细胞生成减少，故呈现数量减少、功能增强状态。

总之，本研究我们对CBCPC患者NK细胞的数量及功能做了初步探索，但是CBCPC患者NK细胞数量下降而功能增强的机制仍有待进一步探索。
